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 論文題名 
Involvement of pancreatic stellate cells in regeneration of remnant pancreas after 
partial pancreatectomy 
 
 研究目的 
  膵臓はこれまで組織再生の起こりにくい臓器として考えられていたが、膵臓部分切除
を施すと膵臓組織の再生が起こることが確認されている。またその際、膵腺房細胞の増
殖と、組織幹細胞の分化、増殖が生ずることも知られている。しかしながら、そのよう
な細胞増殖や分化が、どのような機序で惹起されるのかは不明である。一方、膵の星細
胞は様々な障害時に増殖し、コラーゲンを産生することが知られている。そこで本研究
では、膵星細胞が産生するコラーゲンが、膵臓部分切除後の膵臓再生に関与しているか
を調べることを目的とする。 
 
 研究方法   
1）動物実験は 6週䧺SDラットを用いた。 
2）部分膵切除術は Lehv et at1) の方法によった 
3）膵腺房細胞、ラ氏島細胞、ductule-like cell（Progenitor）の増殖能は BrdU標識によ
り行った。 
4）膵腺房細胞、星細胞、ラ氏島細胞、ductule-like cellの同定はそれぞれ、amylase, HSP47, 
インシュリン、sox9の免疫染色により行った。 
5）膵腺房細胞および星細胞の分離は既報 2）に従った 
6）膵腺房細胞と星細胞の共培養はダブルチャンバー法を用いた 
7）線維組織量ならびに HSP47 陽性細胞の定量はそれぞれ Azan 染色、HSP47 免疫染色
で陽性となった部位をコンピューターで二価値する事により行った。 
8）VA-liposome siRNA HSP47の作成およびラットへの投与法は既報 2）に従った 
9）全ての動物実験は札幌医科大学の動物実験指針に基づき、動物取扱い規定、および倫
理委員会の承認を得て行った 
 
 
研究成績及び考察 
１．膵部分切除後における膵重量の変化 
膵部分切除後早期における細胞増殖誘導並びに膵切除後 56 日後(Day56)の膵重量測定
を行うことで、膵部分切除が膵再生に及ぼす影響を検証した。Day56における Parabiliary 
segmentの膵重量測定では、Shamに対して 70%膵部分切除群(70%Px),90%膵部分切除群
(90%Px)ではそれぞれ 1.9 倍、2.2 倍にまで重量が有意に増加(P<0.01,P<0.01)し、膵切除
量に応じて再生量が増加するという既報と合致する結果となった。 
2．部分切除膵の組織像 
膵切除後の組織像を HE染色及び amylase, insulin, sox9で免疫組織染色し、fociを同
定した。90%切除膵の HE染色による検討では、その約 70-80％の部分（duodenal side）
が、正常膵の像を保っていたが、膵吻合動静脈（communication vessel）部に一致する
20-30%の部分は正常膵には見られない、いわゆる“foci（progenitor cellと考えられてい
る）”が主体を占めていた。一方、70%部分切除膵には foci 部分は見られず、全てに正常
膵が残存していた。 
3. 切除膵における BrdUの取り込み 
切除膵の再生を DNA 合成のレベルで明らかにするべく、BrdU の取り込みを調べた。
膵腺房細胞に関しては、sham 群に比較して 70%Px 群、90%Px 群と切除量が増加すると
共に BrdU 陽性率高値を呈し、sham に比較してそれぞれ 5.3 倍、11.9 倍の細胞増殖率で
あった。また、70%Px 群と比較しても 90%Px 群では有意に細胞増殖率が高い(P<0.01)結
果であった。ランゲルハンス島内細胞における細胞増殖率に関しては、sham 群と比較し
て 90%Px 群において 4.1 倍の細胞増殖率となった。また、90%Px 群の foci における
ductule-like cellへの BrdUの取り込みも確認された。以上の結果から、90%Px群におい
ては膵腺房細胞や、ラ氏島のみならず fociの ductule like-cellにおいても膵切除後の早期
再生誘導が認められ、最終的な再生膵重量も増加すると考えられた。 
4. 90%部分切除膵における線維組織量および膵星細胞数の検討 
膵再生に星細胞が関与している場合、切除後には膵星細胞数と、同細胞により産生され
るコラーゲン(線維組織量)が増加している事が想定される。そこで、星細胞数をコラーゲ
ン特異的シャペロン蛋白である HSP47 の染色をすることにより明示化し、また、線維組
織量を Azan 染色することにより明示化し、コンピューター処理により定量化を行った。
BrdU 取り込みが顕著に増加していた切除後 3 日の時点で、duodenal side の腺房細胞間
隙やラ氏島細胞間隙には膵星細胞、線維組織量共に sham群に比べ、有意に増加していた。
また、fociでは sham群がもともと存在しないため、両者の比較は不可能だがduodenal side
よりもむしろ明確な星細胞と線維組織の存在が確認された。 
5. 90%部分切除膵における VA-lip siRNA HSP47-Cy5の星細胞への優先的運搬の確認 
我々がすでに報告したところのVitamin Aを表出したリポソームに siRNA HSP47を封入
した薬剤(VA-lip siRNA HSP47)が実際に星細胞に運搬されるか否かを Cy5 で標識した
HSP47 を用いて調べることにした。90%Px ラット尾静脈へ Cy5 標識した VA-liposome 
siRNA HSP47を投与した後、膵星細胞を分離し、FACS CantoⅡサイトフローメーターに
て解析した。まず活性型膵星細胞のマーカーであるα-SMA を分離した細胞で確認したと
ころ、ほぼ全てで陽性であった。次いでα-SMA陽性細胞における Cy5蛍光強度を調べた
ところ、sham と比較し、73.4%の細胞で取り込みが確認され、mean fluorescence 
intensity(MFI)についても NT 群に比して有意に高値(P<0.01)を呈していたことから、膵
星細胞への薬剤の導入が確認された。 
6．90％部分切除膵（切除３日後）における VA-liposome siRNA HSP47 投与効果の検討 
ラットに VA-liposome siRNA HSP47 を尾静脈から切除前２回さらに切除後１回投与
し、膵再生への星細胞由来コラーゲンの関与を検討した。duodenal siteにおける腺房細胞
への BudU の取り込みは治療群（TR 群）で非治療群（NT 群）に比し有意に抑制されて
いた。また、同部位での線維組織量ならびに HSP47 染色陽性細胞数も治療により有意に
低下していた。さらに同部位のラ氏島細胞への BrdU 取り込みならびに HSP47 陽性細胞
数も治療により有意な低下を見た。つまり、腺房細胞ならびにラ氏細胞の増殖には星細胞
由来のコラーゲンが促進的に働いている可能性が示唆された。Foci部位につても同様な検
討を行ったところ、同部位の ducutule-like cell への BudU 取り込みは治療により、有意
差はないものの若干増加傾向を示した。 
一方線維組織量、HSP 陽性細胞数は有意に低下していた。この事は ductule-like 
cell(progenitor)が HSP47 陽性細胞とコラーゲンで形成されるニッチュ構造から解放され
増殖を開始した可能性を示唆していた。そこで、VA-liposome siRNA-HSP47の治療回数
を切除前 4回、切除後 2回、合計 6回に増殖し Fociでの progenitor からの再生をより詳
細に検討した。結果として、同治療を受けたラット３匹ではいずれも duodenal siteと Foci
の境界部位にあたかも両組織の中間的性状を有する新しい部位が出現していた。つまりこ
の部位では progenitorのマーカーである sox9が Fociでは ductule-like cellで一様に、ま
た腺房では centro-acinar cell にのみ染色されたのに対し、茎状な染色パターンが見られ
た。また、腺房細胞に特有なアミラーゼの発現も、ductule-like cell では皆無であるのに
対し、この中間部の細胞ではある程度の発現を見た。BrdUの取り込みは Foci部位と同様
活発に見られた。さらに同部位にはインシュリン陽性のラ氏島様構造も観察された。 
このことから治療回数を増やして、星細胞からのコラーゲン分泌をより強く抑制する事
で、progenitorのニッチェからの解放が進み、正常膵組織への増殖、分化が惹起された可
能性が強く示された。 
7．膵星細胞との共培養による膵腺房細胞増殖促進効果 
星細胞由来コラーゲンによる腺房細胞増殖促進作用をより直接的に証明する為、両細胞の
共培養系を用いた。 
その結果両者を共培養する事により腺房細胞のBrdU取り込みは単独培養に比して有意に
増加し、あらかじめ siRNA HSP47で処理した星細胞と共培養した腺房細胞の BrdU値は
単独培養の腺房細胞の BrdU値と同程度まで低下していた。 
 
結論 
  膵部分切除後、特に切除後早期において、膵星細胞は自身より分泌するコラーゲンを
介して膵再生を促進する役割を果たす。 
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論文題名 
 
Involvement of pancreatic stellate cells in regeneration of remnant 
pancreas after partial pancreatectomy. 
(膵部分切除後の膵再生における膵星細胞の関与) 
結果の要旨 
 
本研究は，膵部分切除後の膵再生における膵星細胞の関与を検討したものである。 
膵部分切除後の膵再生が促進されることを検証し、膵星細胞におけるコラーゲンシャペ
ロン蛋白である HSP47を siRNAにより抑制することで、膵再生が抑制されるという結果
が示された。また、膵切除後に特徴的な組織像を呈する領域が出現することを検証し、
同領域より膵組織の分化および増殖が起こっていることを示した。また、膵腺房細胞及
び膵星細胞の共培養系を構築し、膵腺房細胞に対する膵星細胞の細胞増殖促進作用を直
接的に証明するなどの新知見を得た。博士（医学）授与に十分な内容との評価を審査員
全員より得た． 
 
 
 
 
 
 
 
